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Veroffentlicht 

Mir intemationalem Recherchen be rich t. 
Vor Ablauf der fiir Anderungen der Anspruche zugelqs- 
senen Frist. Ver6£fentlichung wird wiederholf falls An- 
derungen eintreffen. 



(54) Title: PROCESS AND DEVICE FOR PRODUCING VIRUSES AND VIRAL ANTIGENS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON VIRUS UND VIRALEM ANTIGEN UND VORRICH- 

TUNG HIERZU 

(57) Abstract 

Viruses or viral antigens are obtained by culturing animal cells in a nutrient medium suspension. The animal cells 
are cultured in a first bioreactor (A) under continuous addition of nutrient medium in suspension. When a given cell con- 
centration is reached, the cell suspension is transferred to a second bioreactor (B) where it is used as the nutrient medium 
for culturing the virus under continuous addition of a conservation medium. When a given quantity of virus is produced, 
the cells and cell residues are continuously separated from the virus-containing nutrient medium suspension in a first fil- 
tration arrangement and the residue is discarded. The virus or viral antigen and nutrient medium suspension in the filtrate 
are continuously separated in a second filtration arrangement. The virus or viral antigen are concentrated and the nutrient 
medium is discarded. 

(57) Zusammenfassung 

Zur Herstellung von Virus oder viralem Antigen durch Kultur auf tierischen Zellen in Nahrmedium-Suspension kul- 
tiviert man in einem ersten Bioreaktor (A) die tierischen Zellen unter kontinuierlicher Nahrmediumzugabe in Suspension, 
uberfuhrt nach Erreichen einer bestimmten Zellkonzentration die Zellsuspension in einen zweiten Bioreaktor (B) konti; 
nuierlich und verwendet sie dort als Nahrboden fiir die Viruszuchtung unter kontinuierlicher Zugabe eines Erhaltungsme- 
diums, trennt hach Erzeugung einer bestimmten Menge an Virus in einer ersten Filirationsano.rdnung Zellen und Zellreste 
von der virushakigen Nahrmediumsuspension kontinuierlich ab, verwirft das Reientai, trennt im Filtfat in einer zweiten 
Filtrationsanordnung Virus oder virales Antigen von der Nahrmediumsuspension kontinuierlich, konzentrien dabei auf 
und verwirft das N^hrmedium. 
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Verfahren zur Herstellung von Virus und viralem Antigen 

und Vorrichtung hierzu 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
von Virus oder viralem Antigen durch Kultur auf tieri- 
schen Zellen in Nahrmedium-Suspension , sowie eine Vor- 
richtung zur Durchfiihrung dieses Verfahrens, 

Zur Ziichtung von Virus- und Chlamydienarten kann bis 
heute eine Kultur in Suspension nur in Roller flaschen 
Oder in statischen Fermenterkulturen durchgefiihrt wer- 
den. Hierzu mussen bei Zellkulturen im statischen Fer- 
menter uitistandliche Vorbereitungen getroffen werden, 
bis die Kultur im groBen Volumen gelingt und diese Kul- 
turen haben weiter den Nachteil, daB jeweils nach er- 
folgter Kultur, nach jedem sogenannten "batch", das 
System gereinigt und erneut angefahren werden muB • Eine 
eventuelle Kontamination eines GroBf ermenters bedeutet 
uberdies den Verlust von groBen Mengen an Nahrmedium. 



Kontinuierliche Kulturen tierischer Zellen konnen bis- 
her nur zur Ziichtung von genetisch manipulierten pro- 
dukt-produzierenden Zellen (Interferon , monoklonale 
Antikorper) eingesetzt werden, 

Ein weiteres Problem bei der Ziichtung von Viren zur 
Herstellung von Virusvakzinen ist , daB die gangigen 
Filtrationeh zur Abtrennung der Zellreste nicht nieder- 
molekulare Bestandteile beseitigen, die besonders bei 
Wiederholungsimpf ungen zu schweren allergischen Er- 
scheinungen fiihren konnen. Es bestand daher ein Bedarf 
an einem Verfahren zur Ziichtung von Viren, das die 
Nachteile einer "batch"-weisen Betriebsart vermeidet, 
und durch das es weiter gelingt, niedermolekulare 
Bestandteile von Virus zu trennen und auch die Gefahr 
einer Kontamination zu minimieren. 
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Aufgabe der Erfindung war es daher^ ein Ziichtungsverf ah- 
ren fiir Viren oder virale Antigene bereitzustelien, das 
leicht zu handhaben ist, und bei dem eine Kontamination 
praktisch ausgeschlossen werden kann. 

Gelost wird die Aufgabe durch ein Verfahren zur Herstel- 
lung von Virus oder viralem Antigen durch Kultur auf 
tierischen Zellen in Nahrmediximsuspension, das dadurch 
gekennzeichnet ist,. daB man in einem ersten Bioreaktor 
A die tierischen Zellen unter kontinuierlicher Nahrmedium- 
zugabe in Suspension kultiviert, nach Erreichen einer 
bestimmten Zellkonzentration die Zellsuspension in 
einen zweiten Bioreaktor B kontinuierlich uberfiihrt und 
dort als Nahrboden fiir die Virusziichtung unter kontinuier- 
licher Zugabe eines Erhaltungsmediums verwendet, nach 
Erzeugung einer bestimmten Menge an Virus in einer 
ersten Filtrationsanordnung Zellen und Zellreste von 
der virushaltigen Nahrmediumsuspension kontinuierlich 
abtrennt, das Retentat verwirft, im Filtrat in einer 
zweiten Filtrationsanordnung Virus oder virales Antigen 
von der Nahrmediumsuspension kontinuierlich trennt und 
dabei auf konzentriert und das verbrauchte Nahrmedium 
verwirft. 

Bevorzugte Ausf uhrungsf ormen dieses Verfahrens sind in 
den Unteranspriichen aufgefiihrt. 

Durch das erf indungsgemaBe Verfahren wird es ermoglicht, 
eine kontinuierliche Virusziichtung durchzuf uhren, bei 
der eine Zellkultur gezuchtet wird, diese als Wachstums- 
grundlage fur die zu zuchtenden Viren verwendet wird, 
und fiber zwei Filtrationsstuf en Virus zuerst von Zell- 
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resten, und dann auch von niedermolekularen Bestand teilen 
getrennt warden kann. Die Steuerung der Wachstumsgeschwin' 
digkeit der Zellen erfolgt im Bioreaktor A, d.h, in der ^ 
Zellkultur iiber Zugabe der Nahrmediumsuspension , was 
vorzugsweise rechnergesteuert erfolgt. Die Steuerung 
sowohl dieser Nahrmedium-Suspensionszugabe , als auch 
der FluBgeschwindigkeit von tierischen Zellen in Nahr- 
medixomsuspension in den zweiten Bioreaktor B erfolgt 
iiber photometrische Messung der Dichte der Zellsuspension 
bei der Oberleitung in den Bioreaktor B. Hat die Zell- 
suspension noch keine ausreichende Zelldichte erreicht, 
so wird die Durchf luBgeschwindigkeit zwischen dem 
Bioreaktor A und B gedrosselt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wer- 

den die Zellen bei einer Konzentration von mindestens 

5 6 
4x10 Zellen und vorzugsweise 2x10 Zellen pro ml 

kontinuierlich in den Bioreaktor^ B liberfiihrt. Liegt die 
Zellkonzentration unter diesem Wert, wird daher in der 
bevorzugten Ausf iihrungsf orin der Erfindung die FluBge- 
schwindigkeit von Bioreaktor A nach Bioreaktor B ent- 
sprechend verringert, so daB die Zellen zu einer hoheren 
Dichte anwachsen konnen, bevor sie in den Bioreaktor B 
iiberfuhrt werden* 

Im zweiten Bioreaktor B, der mit einer Viruspraparation 
angeimpft wird, erfolgt sodann die Ziichtung von Virus, 
das sich in den tierischen Zellen vermehren kann* Nach 
Vermehrung von Virus, das einen cytopathischen Effekt 
ausiibt, in diesen Zellen, wird die Zelle lysiert und 
dabei die Tochterviren freigesetzt. Hierdurch wird eine 
mefibare Abnahme der Zelldichte und dadurch eine Aufhel- 
lung der Suspension im Bioreaktor B bewirkt, die eben- 
falls beim Weiterleiten der Zell-Virus-Suspension aus 
dem Bioreaktor B in die erste Filtrationsanordnung in 
einem Photometer als cytopathischer Effekt gemessen und 
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und dadurch die FluBgeschwindigkeit vom Bioreaktor B in 
die erste Filtrationsanordnung ebenfalls optimal gesteuert 
werden kann. Die Oberfiihrung der Virus suspension, die 
auch noch nicht infizierte Zellen und auch Zelltruininer 
von lysierten Zellen enthalt, in die erste Filtrations- 
anordnung, erfolgt ebenfalls kontinuierlich. In einer 
bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung erfolgen die 
Filtrationsschritte, d.h. wird Zell-Virus-Suspension 
aus dem Bioreaktor B in die erste Filtrationsanordnung 
uberfiihrt, sobald im Bioreaktor B mindestens 80% der 
Zellen lysiert sind^ 

Bei der Zuchtung von Viren, die keinen cytopathischen 
Effekt zeigen, werden die aus dem Bioreaktor B entnom- 
menen Zellen durch Ultraschall zerstort und das darin 
befindliche Virus freigesetzt, 

Hierzu lauft vorzugsweise aus dem Fermenter B kontinu- 
i^i^lich die mit Virus infizierte Zellsuspension in ein 
SammelgefaB. Nach einer durch Vorversuche zu bestimmen- 
den Zeit (ca. 15 Minuten) wird die Ultraschallquelle 
eingeschaltet , die nach Zeit und Intensitat regelbar 
alle Zellen zerstort. AnschlieBend wird die so erhal- 
tene Suspension in die erste Filtrationsanordnung ge- 
leitet und das SammelgefaB geleert. Die Zeitsteuerung 
erfolgt durch den zentralen Rechner. 

Die Verweildauer in Bioreaktor B muB in Vorversuchen 
ermittelt werden. Bei kontinuierlichem ZufluB aus Bio- 
reaktor A laBt sich die Verweildauer in Bioreaktor B 
durch Veranderung des in Bioreaktor B befindlichen 
Arbeitsvolumen variieren. 
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Fiir die Virusziichtung wird in den Bioreaktor B zur 
Auf rechterhal tung guter Wachstiimsbedingungen fiir die 
Zellen kontinuierlich ein Erhaltungsmedium zugegeben, 
das die Wachs tximsbedingungen optimiert. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung 
warden die Retentate der ersten und/oder zweiten Fil- 
trationsanordnung mit einer Waschf llissigkeit gewaschen^ 
die als Filtrat in der zweiten Filtrationsanordnung derr, 
Virusprodukt entzogen und verworfen wird. Hierdurch 
wird in der ersten Filtrationsanordnung eine Erhohung 
der Ausbeute an Virus erreicht^ in der zweiten Filtra- 
tionsanordnung dagegen die Abtrennung von niedermoleku- 
laren Substanzen optimiert. 

In einer besonders bevorzugten Aus f lihrungs f orm der 
Erfindung wird die Konzentration der Zellen im Bioreak- 
tor A und/oder die Menge der lysierten Zellen im Fall 
von cytopathisch wirkenden Viren iiber die Konzentration 
der noch intakten Zellen im Bioreaktor B durch photo- 
metrische Messung bestimmt und die Zugabe von Nahrmedium 
zum Bioreaktor A, der Zulauf von Bioreaktor A zu Bio- 
reaktor B, die Zugabe von Erhaltungsmedium zum Bioreaktor 
B, der Zulauf von Bioreaktor B in die erste Filtrations- 
anordnung oder/und die Zugabe von Waschf liissigkeit zu 
den Retentaten der Filtrationsanordnungen liber einen 
Rechner gesteuert^ an den die Photometer angeschlossen 
sind, 

Bevorzugt werden in den Filtrationsanordnungen Hohl- 
faserbiindel als Filter im Uberstromverf ahren verwendet. 
In weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf ormen der Erfindung 
wird das Nahrmedium vor der Zugabe zu Bioreaktor A,' das 
Erhaltungsmedium vor Zugabe zu Bioreaktor B, sowie die 
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Waschf liissigkeit vor Zugabe zu den Retentaten der Fil- 
trationsanordnungen tangential liber Hohlf aserbundel im 
Uberstrom steril f iltriert. Hierdurch wird, eine Konta- 
mination der Kulturen wirksam vermieden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der 
Erf indung wird der pH und der in den Bioreaktoren 

liber Begasung durch Hohlf asermembranen gesteuert. 
Derartige Hohlfasern zur blasenfreien Begasung sind 
beispielsweise aus J. Lehmann et al., BTF-Biotech-Foruir. 
2 (1985)3 bekannt. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Er- 
f indung werden die zur pH- und p02-Regulierung verwen- 
deten Gase in einem Gasmischgef afl rechnergesteuert ge- 
mischt und gemeinsaiu durch nur ein Hohlf asersysteiu zu- 
dosiert* 

Die Ziichtung von Zellen und Virus verlauft im erfindungs 
gemaBen Verfahren gekoppelt,. wobei geziichtete Zellen 
sofort weiter als Wachstumsgrundlage fur viren verwendet 
werden. Die gesamte Ziichtung von Zellen und Viren laufr 
erfindungsgemaB kontinuierlich ab, wodurch die Nach- 
telle einer ansatzweisen Virusziichtung vermieden werden. 
da es nicht nach Beendigung eines Kultur-Zyklus notig 
ts-tr das System neu zu beladen und erneut anzufahren. 
Sobald das erf indungsgemaBe Virusziichtungsverf ahren 
angelaufen ist, kann es ohne Unterbrechungen liber lange 
Zeitraume, zumindest liber Wochen, ohne Kontamination 
verwendet werden, wobei aufgrund der bevorzugt einge- 
bauten Leitrechnersteuerung kontinuierlich kein beson- 
ders ausgebildetes Personal notig ist und ein homogenes 
Produkt erhalten wird, dessen Wirksamkeit garantiert 
ist. 



I 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Vorrich- 
tung zur Durchf iihrung des. Verfahrens zur kontinuier- 
lichen Ziichtung von Virus oder viralem Antigen durch 
Kultur auf tierischen Zellen in Nahrxnediumsuspension , 
die dadurch gekennzeichnet ist, daB ein Bioreaktor A, 
der iiber eine Leitung mit Nahrmedium-Vorratsbehaltern 
und iiber eine Leitung, welche mit einem Photometer 
ausgeriistet ist, mit einem Bioreaktor B verbunden ist, 
der tiber eine Leitung mit Erhaltungsmediumbehal tern 
verbunden ist und der weiter iiber eine Leitung mit 
einem ersten Retentatbehalter verbunden ist, aus dem 
die Zell-Virus-Suspension iiber eine Leitung iiber eine 
erste Filtrationseinrichtung geleitet wird, deren Re- 
tentat iiber eine Leitung zuriick in den ersten Retentat- 
behalter gefiihrt wird und aus dem ersten Retentatbehalter 
iiber eine Leitung aus dem System abgezogen wird, und- 
deren Filtrat iiber eine Leitung in einen zweiten Reten- 
tatbehalter gefiihrt wird, der iiber eine Leitung mit 
einer zweiten Filtrationseinrichtung verbunden ist, r 
deren Retentat iiber eine Leitung zuriick in den zweitpn 
Retentatbehalter gefiihrt wird und aus dem System iibej 
eine Leitung abgezogen wird und deren Filtrat iiber eine 
Leitung abgezogen wird, wobei die Photometer und mit 
einem rechner-gesteuerten Kontrollsystem verbunden 
sind . 

In einer ersten bevorzugten Ausf iihrungsf orm ist hierbei 
auch die Leitung von Bioreaktor B in die erste Filtra- 
tionsanordnung mit einem Photometer ausgeriistet, das 
mit dem Kontrollsystem verbunden ist. Hierdurch wird 
eine erneute Zellkonzentrationmessung ermoglicht, 
woraus auf die gebildete Virusmenge geschlossen werden 
kann. 
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In einer zweiten bevorzugten Ausf iihrungsf orm ist diese 
Leitung zwischen dem Bioreaktor B und der ersten Fil- 
trationsanordnung mit einem Sainmelgef aB , das eine 
Ultraschallquelle enthalt, und gegebenenf alls noch mit 
einer Puinpe ausgeriisteti, Durch die Ultraschallanwendung 
werden - bei der Zucht von Viren, die keinen lytischen 
Ef fekt ausuben - die Zellen zerstort und die geziichteten 
Viren freigesetzt. Aus dem SammelgefaB wird die Suspen- 
sion dann vorzugsweise iiber die Pumpe in den ersten 
Retentatbehalter geleitet . 

In ebenfalls bevorzugten Ausfiihrungsf ormen der Erfindung 
sind die Zuleitungen aus den Nahrmedium- und Erhaltungs- 
mediuiu-Vorratsbehaltern und/oder die Zuleitungen zu den 
Filtrationseinrichtungen mit Pumpen versehen, die 
besonders bevorzugt ebenfalls von dem rechner-gesteuerten 
Kontrollsystem gesteuert werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm der 
Erfindung sind die Bioreaktoren A und B der Vorrichtung 
mit Hohlf asermembranen. versehen, iiber die der pH-Wert 
und p02-Gehalt der Zellsuspension durch Zugabe von 
Gasen reguliert werden kann. Hierzu kann die Vorrichtung 
auch noch ein MischgefaB fiir Case enthalten, in dem 
Gase rechnergesteuert vermischt werden, und dann iiber 
das Hohlf asersystem dosiert werden. Es ist im Rahmen 
der Erfindung ebenfalls moglich, nicht zwei getrennte 
Hohlf asermembranen fiir die beiden Bioreaktoren einzu- 
setzen, sondern ein verbundenes Hohlf asermembransystem 
in beiden Reaktoren zu verwenden. 

In noch einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm der 
Erfindung sind die Bioreaktoren A und B mit Magnetriihrern 
ausgestattet , die ein entsprechendes Vermischen und 
Riihren in diesen Bioreaktoren bewirken. 
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Urn eine Kontamination in der Vorrichtung zu vorlie- 
genden Elementen zu vermeiden, sind die Leitungen 
zwischen dem Bioreaktor A und zwischen dem Bioreak- 
tor B und dem ersten Retentatbehalter , zwischen dem 
ersten Retentatbehalter und dem zweiten Retentatbehal- 
ter, die Leitungen zur Abfiihrung der Retentate, sowie 
zur Abfiihrung von niedermolekularen Bestandteilen und 
Wasser und schlieBlich die Waschf Itissigkei t-Zulauf- 
leitungen in einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Er- 
findung mit Riickwuchsf alien ausgestattet . Weiter sind 
bevorzugt die Bioreaktoren A und B liber Leitungen mit 
Uberdruckventilen ausgestattet, die in ein Abluf tsicher- 
heitsgefaB miinden. Hierdurch konnen Druckunterschiede 
und Uberdrucke, die durch Oberleitung von Suspension, 
bzw. durch Einleitung von Gasen oder Medien entstehen, 
ausgeglichen werden. Das Abluf tsicherheitsgefaB dient 
zur Reinigung der Abluf t, so daB keine gefahrdenden 
Viruspartikel entweichen konnen, Auch die Retentatbe- 
halter verfiigen in einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm 
der Erfindung uber Druckausgleichsleitungen , die eben- 
falls in das Abluf tsicherheitsgefaB miinden. All diese 
Druckausgleichsleitungen sind bevorzugt mit Hohlfaser- 
filtern ausgeriistet, die bereits eventuell vorhandene 
Viruspartikel zuriickhalten (bei Waschf liissigkeit noch 
keine RuckfluB fallen) . In einer weiteren Ausf iihrungsf orm 
der Erfindung sind die Retentatbehalter iiber je eine 
Leitung, die mit einer Pumpe versehen ist, mit einem 
Waschf liis sigkeitsbehalter verbunden, iiber den Wasch- 
fliissigkeit in die Retentatbehalter- eingefiihrt werden 
kann. Die hierfiir verwendete Leitung ist in einer 
bevorzugten Ausf iihrungsf orm ebenfalls mit Riickwuchs- 
fallen versehen. 
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Die Hohlf asermembransysteme zur Begasung im Bioreaktor 
A und B konnen ebenfalis liber Leitungen, und bevorzugt 
auch mit Hohlf aserfilter zur Abtrennung von eventuell 
vorhandenem Virus , mit dem Abluf tsicherheitsgef afi 
verbunden sein. 

Durch das erf indungsgemaBe Verfahren und die hierzu 
verwendbare erf indungsgemaBe Vcrrichtung wird es er- 
moglicht, auf einfache Weise kontinuierlich Virus Oder 
virale Antigene^ die zur Vakzinierung geeignet sind, 
kontinuierlich zu zuchten^ wobei dieses Verfahren auch 
von nur wenig ausgebildetem Personal durchgefuhrt 
werden kann und iiber Wochen hinweg zu einem homogenen 
Produkt fiihrt. Das erf indungsgemaBe Verfahren und die 
Vorrichtung ersparen aufgrund der kompakten Gerate den 
Bau groBer Laboratorien mit dazugehoriger Inf rastruktur . 
Das System eignet sich auch zum Einbau in vorf abrizierte 
Laborcontainer , die fertig ausgeriistet am beispiels- 
weise tropischen Standort aufgestellt, nach AnschluB an 
die Versorgung sofort mit der Produktion beginnen 
konnen. Auf diese Weise konnen auch ad hoc in Problem- 
gebieten bei Seuchenausbruch gegebenenf alls Vakzinen 
aus lokalspezif ischen Erregerstammen erzeugt werden. 
Dieser Vorteil ist insofern von Bedeutung, . als Erreger 
zahlreicher tropischer Seuchen nicht in die Industrie- 
lander verbracht werden diirfen und damit eine zentrale 
Vakzine-Produktion fur den Weltbedarf in einem Industrie- 
land unmoglich ist (Rinderpest, afrikanische Schweine- 
pest. Blue Tongue Virus u.a.). Das erf indungsgemaB 
erhaltene Produkt ist systembedingt von hoher Qualitat 
und Antigenitat, frei von schadlichen Nebenprodukten 
(niedrigmolekulare Substanzen oder Zellreste) und kann 
mit nur niedrigen Kosten hergestellt werden. 
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Die Figur zeigt eine erf indungsgemaB bevorzugte Vorrich- 
tung mit einem Bioreaktor A 2, in den gesteuert aus 
Nahrmediiimvorratsbehaltern 4 iiber eine Leitung 6 , die 
mit einer Pumpe 8 ausgeriistet ist, Nahrmedium in den 
Bioreaktor A 2 eingefiihrt wird, 

Der Bioreaktor A 2 ist hierbei weiter mit Hohlf asermem- 
branen 5 8 ausgerustet, iiber die Gase zur Regulierung 
des pH Oder eingeleitet werden konnen. Zusatzlich 

ist der Bioreaktor A 2 mit einem Magnetruhrer 6 2 und 
iiber eine Leitung 66, die ein Uberdruckventil aufweist, 
mit dem Abluf tsicherheitsgef aB 70 verbunden, wobei die 
Leitung einen Hohlf aserfilter 82 ziim Zurtickhalten even- 
tuell vorhandener Viren aufweist • Der Bioreaktor A 2 
ist iiber eine Leitung 10, die mit einem Photometer 12- - 
und einer Riickwuchsf alle ausgeriistet ist, mit dem 
Bioreaktor B 14 verbunden, in den iiber eine Leitung 18, 
die mit einer Pumpe 20 und einer Riickwuchsf alle ausge- 
riistet ist, aus den Behaltern fiir Erhaltungsmedium 16 
Medium zum Bioreaktor B 14 zugefiihrt wird. Weiter ist 
der . Bioreaktor B 14 mit einer Hohlf asermembran 60 
ausgeriistet, die zur Begasung und mit zur Regulierung 
des pH und p02 dient, Zusatzlich weist der Bioreaktor B 
14 einen Magnetriihrer 64 zum Vermischen der Inhal tsstof f e 
auf. Eine Leitung 68 mit einem Uberdruckventil dient 
zum Druckausgleich und fiihrt in das Abluf tsicherheits- 
gef aB 70 iiber einen Hohlf aserfilter 84, in dem eventuell 
vorhandene Viren zuriickgehalten werden. Der Bioreaktor 
B 14 ist mit dem ersten Retentatbehalter 26 der ersten 
Filtrationsanordnung iiber eine Leitung 22, die mit 
einem Photometer 24 und einer Riickwuchsf alle ausgeriistet 
ist, verbunden, der wiederum iiber eine Leitung 78 mit 
einem daran vorhandenen Hohlf aserfilter 86 mit dem 
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Abluf tsicherheitsgef aB 70 zuiu Druckausgleich verbunden 
ist. Retentat aus dem ersten Retentatbehalter 26 wird 
liber die Leitung 36, die xnit: einer Ruckwuchsf alle 
ausgeriistet ist, abgezogen. Aus dem ersten Retentatbe- 
halter 26 wird iiber eine Leitung 28, die mit einem 
Photometer 30 ausgeriistet ist. Suspension in den ersten 
Filter 32 geleitet,. und daraus das Retentat xiber die 
Leitung 34 in den ersten Retentatbehalter 26 zuriickge- 
fiihrt und das Filtrat liber die Leitung 38, die mit 
einer Ruckwuchsf alle ausgeriistet ist, in den zweiten 
Retentatbehalter 4 0 eingeleitet, der wiederum mit einer 
Druckausgleichsleitung 80 versehen ist, die iiber einen 
Hohlf aserf ilter 8 6 in das Abluf tsicherheitsgef aB 70 
miindet. Weiter ist der zweite Retentatbehalter 4 0 mit 
einer Leitung 50 versehen, die eine Riickwuchsf alle 
enthalt und iiber die Viruskonzentrat abgezogen wird. 
Aus dem zweiten Retentatbehalter 40 wird iiber eine 
Leitung 42, die mit einer Pumpe 44 versehen ist. Sus- 
pension in die Filtrationseinrichtung 46 gefiihrt, deren 
Retentat iiber die Leitung 4 8 in den zweiten Retentatbe- 
halter 40 zuriickgef iihrt wird, und deren Filtrat iiber 
die Leitung 54, die mit einer Riickf luBf alle ausgestattet 
ist, abgezogen wird. Aus den Waschf liissigkeitsbehaltern 
76 kann ebenfalls rechnergesteuert iiber Leitungen 72, 
die mit Riickf luB fallen ausgestattet sind und mit einer 
Pumpe 74 versehen sind, Waschf liissigkeit in die Retentat 
behalter 26,40 zugeleitet werden. 

Die Steuerung der Zu- und Ableitungen zu und aus den 
verschiedenen Teilen der Vorrichtung wird mit Hilfe 
eines ProzeBrechners 5 6 durchgef iihrt . 

Das folgende Beispiel soil die Erfindung weiter er- 
lautern. 



t 
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Beispiel 1 

Herstellilng von BHK 21 Klon 13- Zellen in kontinuier- 
licher Suspensionskultur . 

Die Anzucht der Zellen BHK 21 Klon 13 (ECACC Nr, 841005G1 

(zu beziehen durch Flow Laboratories Meckenheim) ) kann 

sowohl in Monolayer- als auch in Rollerf laschen erfol- 

gen. Zur Inokulation mlissen im Fermenter luindestens 
4 

8 X 10 Zellen pro ml vorhanden sein, um ein schnelles 

Anwachsen der Kultur zu gewahrleisten . Die Verdopplungs- 

zeit der BHK 21 Klon 13 Zellen betrug 24 Stunden,. Mit 

der kontinuierlichen Zellgewinnung konnte nach 3 Tagen 

5 

begonnen werden, sobald die Zellzahl mindestens 4x10 
pro ml betrug. Die Mediumzugabe (9,538 g/1 MEM (minimal 
ess. media) mit Earl's Spinner salzen , 2,2 g/1 NaHCO^, 
10,0 ml/1 MEM-Vitaminlosung , 10,0 ml/1 nicht essentielle 
Aminosauren, 10,0 %/l foetales Kalberserum, liber Hohl- 
faserbiindel, die direkt an den Bioreaktor angeschlossen 
sind, steril filtriert) betrug zum Fermentationsbeginn 
240 ml pro Tag, das entspricht einer Verdiinnung von 
1:12,5 und konnte proportional zum Wachstum bis 1500" ml 
pro Tag gesteigert werden (1:2). Die Regulierung erfolgte 
liber ein eingebautes Photometer. Die Zellen wuchsen 
ohne Mikrocarrier p Das Reaktionsvolumen des Bioreaktors, 
A betrug 4 1, das Fliissigkeitsvolumen 3 1. Die Reaktions- 
temperatur war 37°C, die Rlihrgeschwindigkeit 150 U/min, 
der pH-Wert wurde auf 7,0 und der PO2 auf 45% einer 
luf tkalibrierten Losung eingestellt. Der Gasgrundstrom 
betrug hierbei 4,5 1/min. Als Vordruck wurden 40 mbar 

20 mbar und 30 mbar CO^ sowie Luft ohne Regelung 
eingesetzt. Als Gerate wurden im Beispiel die Folgenden 
eingesetzt: 



•4t 
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Mediximzugabe 



Pumpe IV 
Pumpe III 



Hersteller : 
BCC (By-pass) 
BCC 



Temper aturregelung: Modui TEM 
Temperatur f iihier : 
Externes Heizgerat : 



PT 100 



BCC 

Lemo FGG. IB 
Haake 



Internes Heizgerat 
Riihrung : 

Interner Antrieb: 



Externer Antrieb 

pH-Regulierung : 
Elektrode: 



pO^-Regulierung 
Elektrode : 



Gasver sorgung : 
Version I: 



Version 2: 



BCC / IBT 



Kalte-Umwalz- 

Bad-Thermostat 
KT 2 

Typ 001-3973 
Temper ier kerb 
eigene Entwicklung 
Modul SPE BCC 
im GefaBdeckel fest verankert 
Magnetriihrstab mit aufgesetzten 
Ruhrpropellern 

im Versorgungsgehause fest instal- 
lierter Magnetriihrer 
Modul PH 



pH-Elektrode 

autoklavierbar 

pH-Bereich 0 bis 12 

Typ 465-36-90-K9 

Modul PO^ 

PO2 -Elektrode 

autoklavierbar 

Typ 7455 / 322756702 



BCC 
Ingold 



BCC 
Ingold 



-Durchf luBregelventile 

MeBrohr FD-I/8-08-G-5/m Fischer 

•Magnetventile BCC 
Oliven 5 mm 0 

■Gasmischgef aB BCC 

•Massendurchf luBregler MKS 

•Gasmischgef aB BCC 



& Porter 
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Druckminderer : 
PreBluft : 



Hohlfaser zur 
Beliif tiang : 

PorengroBe : 
Wicklung : 
Bedarf : 

Niveauregulierung 
Elektroden : 



Dichtebestimmung 
der Zell-Suspen- 
sion : 



Typ Nr. D 142/0^ 
kontinuierlicher 
Luf tstrom 



Drager 



Enka-Membrana 
Akzo 



Accurel (R) PP 
Typ S 6/2 hydrophob 
max 0,54 |im 

senkrecht zum Fliissigkeitsspiegel 
3 m/1 1 Fliissigkeit 
Modul NIV BCC 
autoklavierbar BCC 
Tef Ipniiberzug 



Durchf luBphotometer 



BCC 



Beispiel 2 

Kontinuierliche Produktion von ND (Newcastle Disease) 
Vakzine auf BHK 21 Zellen 

Als Zellerhaltungsmedium wurde folgendes Medium ver- 
wendet : 



MEM (minimal ess. media) 
"mit Earl's Spinnersalzen 
NaHCO^ 

MEM-Vitaminlosung 
f Stales Kalber serum 



9,543 g/1 
2,2 g/1 
10,0 ml/1 
2,0 %/l 



Sterilisation des Mediums erfolgt durch Filtration iiber 
direkt an den Bioreaktor angeschlossene Hohlf aserbiindel 
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Virusinoculum fiir den Bioreaktor B (Virus) 

Der Virus fermenter wurde mit einer auf BHK Monolayer 
geziichteten Kultur, die in 100 ml 7,1 x 10^ ID Virus 
enthalt, beimpft. Die Infektion der Monolayerkultur war 
zwei Tage vor der ersteh Frischzellenzugabe in den Bio- 
reaktor erfolgt. Der Zellrasen der Monolayerkultur 
durfte bis zu diesem Zeitpunkt der Beimpfung des Virus- 
fermenters noch keine Zellysis aufweisen. Die eigent- 
liche Freisetzung der Viren sollte im Fermenter erfolgen 
und zwar zum Zeitpunkt der Zellzugabe aus dem Zellreaktor 
(Reaktor A) . 

Zur Inokulation aus Bioreaktor A wurden 6 x 10^ Zellen/ml 
in einer Durchf luBmenge von 50 bis 100 ml pro Stunde 
(je nach Zellwachstum) von Bioreaktor A zu Reaktor B 
bei 3,0 X 10^ bis 6,0 x 10^ Zellen pro Stunde in Reak- 
tor B zugegeben. Das Re aktorvo lumen des Bioreaktor B 
war ebenfalls 4 1, das Flussigkeitsvolumen 3 1, die 
Temperatur 37»C, die Ruhrgeschwindigkeit 150 Umdrehun- 
gen pro Minute, der pH-Wert wurde auf 7,0, der pO--Wert 
auf 40,0 % O2 in einer luf tkalibrierten Losung einge- 
stellt. Der Gasgrundstrom betrug 4,0 1 pro Minute, als 
Vordruck wurde 40 mbar 20 mbar 0^, 30 mbar CO und 

Luft ohne Regelung des Vordrucks eingesetzt. Die 
Mediumzugabe betrug 2 1 pro Tag und die Zellzugabe 
durchschnittlich 1,2 x 10^° Zellen pro Tag. Die Virus- 
ernte ergab 1,0 x lo'^ ID/ml = 2,0 x 10^° ID/Tag, wobei 
die Ernte erfolgte, wenn 80% der Zellen zerstort waren. 
Die Gerateausstattung des Bioreaktors 2 entsprach der 
des Bioreaktors I, jedoch mit folgenden Besonderheiten : 
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Regulierung der Mediumzuqabe in Verbindung mit dem 
Zellzulauf aus dem Reaktor I. 

Die im Reaktor I eingebaute Niveauregulierung offnete 
zeitverzogert zwei Magnetventile : 

Magnetventil 1: ZellfluB zu Reaktor II wurde ermoglicht 
Magnetventil 2: Magnetventil 1 war geschlossen; 

zum Freispulen der Zuleitung von Zellen 
wurde der Mediumzulauf fiir Reaktor II 
geof f net ; 

Of f nungszeit 5 bis 10 Sekunden. 
Abluf tentsorgung : 

Firmen 

Fritte: 0,4 y.m PorengroBe BCC 

NaOH-Bad: 2%iges Laugenbad 

Filter: Schwebstof f klasse S Enka Akzo 

PorengroBe 0,05 M.m 

hydrophob _ 

Bestimmung 
des cyto- 
pathischen 
Effekts zur 
Ermittlung 
des Virus- 

titers: Durchf luB-Photometer BCC 

Die Abscheidung von Zellresten erfolgte liber Zellfilter 
mit 0,45 nm PorengroBe (Akzo MD 020 P2N) in der Filtra- 
tionsanordnung 1 und iiber Virusfilter 50.000 NMGG (Akzo 
V 100 I) in der Filtrationsanordnung 2. Zahnr adpumpen , 
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Niveauregulierung und Magnetventile stammten von der 
Firma BCC. Als libergeordnete Koordination der Bioreak- 
toren und Filter wurde der industrielle Leitrechner 
FLSl mit angepaBter Software der Firma Miinzer und Diehi 
verwendet. Das Leitrechnersystem kontrollierte durch 
Dichtebestinunung das Zellwachstum im Bioreaktor A und 
die Virusvermehrung iiber den cytopathischen (lytischen 
Ef f ekt in Bioreaktor B und steuert den Nahrbodenzulauf 
zu Bioreaktor A und Zellabgabe von Bioreaktor B optimal. 
Die variabel drehenden Pumpen des Filtrationssystems 
wurden liber den Rechner so gesteuert, daB alles anfal- 
lende Material sofort auf gearbeitet wurde. 
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Patientanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von Virus oder viralem 
Antigen durch Kultur auf tierischen Zellen in 
Nahrmediiim-Suspension , d a d u r c h 

gekennzeichnet , daB man in 

einem ersten Bioreaktor A die tierischen Zellen 
unter kontinuierlicher Nahrmediumzugabe in Suspen- 
sion kultiviert^ nach Erreichen einer bestimmten 
Zellkonzentration die Zellsuspension in einen 
zweiten Bioreaktor B kontinuierlich uberfiihrt unc 
dort als Nahrboden fiir die Virusziichtung unter 
kontinuierlicher Zugabe eines Erhaltungsmediums 
verwendet, nach Erzeugung einer bestimmten Menge 
an Virus in einer ersten Filtrationsanordnung 
Zellen und Zellreste von der virushaltigen Nahr- 
mediumsuspension kontinuierlich abtrennt, das 
Retentat verwirft, im Filtrat in einer zweiten 
Filtrationsanordnung Virus oder virales Antigen 
von der Nahrmediumsuspension kontinuierlich trennt 
und dabei auf konzentriert und das Nahrmedium 
verwirft. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch 

gekennzeichnet , daB die Zellen 

nach Erreichen einer Konzent'ration von mindestens 
5 

4x10 Zellen pro ml kontinuierlich in. den Bioreaktor 
B iiberfiihrt werden. 



3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Filtrationsschr itte kontinuierlich erfolgen, 
sobald im Bioreaktor B mindestens 80 % der Zellen 
lysiert sind. 
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Verf ahren nach Anspruch 1 oder 2 , 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man bei der Ziichtung von Viren, die keinen 
cytopathischen Effekt ausiiben, nach einer vorbe- 
stiimuten Zeit Zellsuspension aus dem Bioreaktor B 
abzieht, die Zelleri durch Ultraschallbehandlung 
zerstort und die Suspension dann in die erste Fil- 
trationsanordnung uberfiihrt. 

Verf ahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die - Retentate der ersten Filtrationsanordnung 
und/oder zweiten Filtrationsanordnung mit einer 
Waschf liissigkeit gewaschen werden, die als Fiitrat 
in der zweiten Filtrationsanordnung dem Viruspro- 
dukt entzogen und verworfen wird. 

Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Konzentration der Zellen durch photometrische 
Messung bestimmt wird und der Zulauf von Bioreaktor 
A zu . Bioreaktor B^ vom Bioreaktor B in die erste 
Filtrationsanordnung sowie die Zugabe von Waschf lus- 
sigkeit zu den Retentaten der ersten und zweiten 
Filtrationsanordnung iiber einen Rechner gesteuert 
wird, 

Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 6r 
dadurch gekennzeichnet, 
daB in den Filtrationsanordnungen Hohlf aserbiindel 
als Filter im Uberstrom verwendet werden. 

Verf ahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB das Nahrmedium vor der Zugabe zu Bioreaktor A, 
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das Erhaltungsmedium vor der Zugabe zu Bioreaktor 
B sowie die Waschf liissigkeit vor Zugabe zu den 
Retentaten der Filtrationsanordnung tangential 
uber Hohlf aserbiindel im Uberstrom steril filtriert 
wird . 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB der pH und pO^ in den Bioreaktoren iiber 
Begasung iiber Hohlf asermembranen gesteuert werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet , daB die zur 
pH- und p02-Regulierung verwendeten Case in einem 
Gasmischgef aB rechnergesteuert gemischt und gemein- 
sam durch nur ein Hohlf asersystem eingeleitet 
werden. 

11. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach 
Anspruch 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet , daB ein B,io- 
reaktor A (2) , der iiber eine Leitung (6) mit 
Nahrmedium-Vorratsbehaltern (4) und iiber eine 
Leitung (10), welche mit einem Photometer (12) 
ausgeriistet ist, mit einem Bioreaktor B (14) 
verbunden ist, der wiederum iiber eine Leitung (18) 
mit Erhaitungsmediumbehaltern (16) und weiter iiber 
eine Leitung (22) mit einem ersten Retentatbehalter 
(26) verbunden ist, aus dem die Zell-Virus-Suspen- 
sion iiber eine Leitung (28) iiber eine erste Filtra- 
tionseinrichtung (32) geleitet wird, deren Retentat 
iiber eine Leitung (34) zuriick in den ersten Reten- 
tatbehalter (26) gefiihrt wird und aus dem ersten 
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Retentatbehalter (2 6) uber eine Leitung (36) aus 
dem System abgezogen wird, und deren Filtrat xiber 
eine Leitung (38) in einen zweiten Retentatbehalter 
(40) gefiihrt wird/ der xiber eine Leitung (42) mit 
einer zweiten Filtrationseinrichtung (46) verbunden 
ist, deren Retentat liber eine Leitung (48) zuriick 
in den zweiten Retentatbehalter (40) gefiihrt wird 
und aus dem System iiber eine Leitung (50) abge- 
zogen wird und deren Filtrat uber eine Leitung 
(54) abgezogen wird, wobei das Photometer (12) mit 
einem Rechner-gesteuerten Kontrollsystem (56) 
verbunden sind. 

Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet , daB die 

Leitung (22) ebenfalls mit einem Photometer (24) 
ausgerustet ist, das mit dem Kontrollsystem (56) 
verbunden. ist. 

Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet , daB die Lei- 

tung (22) mit einem SammelgefaB, das eine Ultra- 
schallquelle enthalt^ und dahinter einer Pumpe 
ausgerustet ist. 

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 13, 
dadurch. gekennzeichnet, 
daB die Leitungen (6, 18, 28, 42) mit Pumpen (8, 
20>r.30, 44) ausgerustet sind. 

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS die Bioreaktoren A und B (2, 14) mit Hohlfaser- 
membranen (58, 60) versehen sind, xiber die der 
pH-Wert und p02-Gehalt der Zellsuspensionen durch 
Zugabe von Gasen reguliert werden. 
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16. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Bioreaktoren A und B {2, 14) mit Magnetruh- 
rern (62, 64) ausgestattet sind. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 16, 
dadurch g e k ennzeichnet , 
daB die Leitungen (6, 10 , 18, 22, 36, 38 , 50 und 
54) mit Ruckwuchsf alien ausgestattet sind. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Bioreaktoren A und B (2, 14) mit Leitungen 
(66, 68) mit Uberdruckventilen ausgestattet sind, 
die in ein Abluf tsicherheitsgef afi (70) miinden. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB eine Leitung (72) mit einer Pumpe (74) vorhan- 
den ist, iiber die in den ersten Retentatbehalter 
(26) und den zweiten Retentatbehalter (40) eine 
Waschf liissigkeit aus Waschf liissigkeitsbehaltern 
(76) eingefiihrt werden kann. 

20. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB Druckausgleichsleitungen (78, 80) an den 
Retentatbehaltern (26, 40) vorhanden sind, die in 
das Abluf tsicherheitsgef MB (70) miinden. 

21. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 20, 
dadurch ge k e nnzeichnet , 
daB die Zuleitungen (66, 68, 78, 80) zum Abluft- 
sicherheitsgef aB mit Hohlf aser f iltern (82, 84, 86) 
ausgeriistet sind. 
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Nach der Internationalen Patentklastifikation (IPC) oder nach der natioiiaien Klassifikation und der IPC 
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